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® Verfahren zur Gewinnung von biologisch aktiven Dimeren von rekombinanten humanen Wachstumsfaktoren 
aus der Cystein-Knoten-Familie sowie Verwendung der gewonnenen Dim ere 

® Die Erfindung betrtfft ein Verfahren zur Gewinnung von 
biologisch aktiven Dimeren von rekombinanten humanen 
Wachstumsfaktoren aus der Cystein-Knoten-Familie, bei 
dem man von ZellefnschluBkdrpern ausgeht, wobel man 
A entweder 

(i) die EinschluBkorper in einem waBrigen alkalischen 
und harnstoffhaltigen Medium in Gegenwart eines an 
sich bekannten Reduktionsmittals solubilisiert, 

(ii) das Solubilisat auf eine lonenaustauschersaule auf- 
tragt, 

(iii) durch ROckfaltung, Dimerlslerung und aerobe Re- Oxi- 
dation renaturiert indem man mil einem absteigenden 
Harnstoffgradientenwascht, und 

(iv) mit einem Mineralsalzgradienten eluiert 
B oder 

(i) die EinschluBkorper in einem waBrigen Medium in Ge- 
gen wart eines an sich bekannten Solubilisierungsmittels 
^ und eines an sich bekannten Reduktionsmittels solubili- 
siert, 

V (ii) gegebenenfalls das Solubilisat unter denaturierenden 
to Bedingungen einer Gelfilt ration unterwirft 
^ (iii) in fakultative Gegenwart eines an sich bekannten So- 
00 lubilisierungsmittels und in Gegenwart eines an sich be- 
^ kanrrten Rsdox-Mittels zu assaziationskompeterrten Mo- 
|^ nomeren ruckfaltet, indem man das Solubilisat einer Gel- 

filtration unterwirft, 
^ (iv) die Wachstumsfaktoren im Eluat der Gelfiltration zu 

biologisch aktiven Dimeren mit Hilfe eines Redox-Mittels 
HI dimerisiertund 

Q C die gemaR (a) oder (b) dimensierten WBchstumsfakto- 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Gewinnung von biologisch aktiven Dimeren von rekombianten human en 
Wachstumsfaktoren. Bei der aktiven Form der Wachstumsfaktoren der Cystean-Knoteo-Fainilie handelt es sich um 
5 Homo- oder Heterodimere, die durcfa zwei Disulfidbiucken kovalent verbunden sind. 

Die medsten Gene der in Rede stehenden Wachstumsfaktoren bestehen aus mehieren Exons. Bekannt ist, daB das Ex- 
pressionsprodukt eines Gens verschiedene Proteine umfassen kann, was mSgiicherweisc auf unterschiedlichcs Heraus- 
schneiden von Introo-RNA-S equenzen beziehungsweise unterscbiedliche SpleiBfarmen zuruckzufuhren ist So wurden 
beispielsweise fur VEGF-A die Fonnen VEGFm, VEGF l45 , VEGF l65> VEGF 189 und VEGF206 beschrieben, die homo 
10 genisch bzw. aus einem Gen abgeleitet sind, vgL Chamock-Jones et aL 1993. Im folgendeo sollen unter Homodimeren 
nur homogenische Honxxiimere aus zwei identischen Feptidketten verstanden werden. Alle aus untcrscbiedlichen Pep- 
tiden zusammengesetzten Proteine, und zwar sowohl aus homogemschen als auch aus heterogenischen Peptiden, sollen 
als Heterodimeie verstanden werden. 
Die Herstellung von biologisch aktiven dimeren Wachstumsfaktoren ist bisher ein sehr aufwendiger ProzeS mil gerin- 
15 ger Ausbeute, wozu beispielsweise auf die Gewinnung von PDGF (Platelet-derived growth factor) verwiesen werden 
kann; Hoppe et aL 1989. So sieht die bekannte PDGF-Gewinnung im wesentlichen folgende MaBnahmen vor 

(i) Solubilisieiung aus den ZeUeinschluBkoipern mil 8 M Harastoff oder 6 M Guanidinium-HCI in Gegenwart ei- 
nes Reduktionsmiuels, 
20 (ii) Schutzen der freien Huolgropen durch SuLfonierung, 

(iii) 4-stufiges Reinigen und Ruckf alien der (biologisch inaktiven) Monomeren. 

(iv) SchlieBlich Dimerisierung der Monomeren in Gegenwart von Glutathion mit Reinigung der Dimeren und Ab- 
trennung von nicht umgesetzten Monomeren. 

Z5 Die Ausbeute des Dimensierungsschrittes allein betragt nur etwa 109b; Hoppe et aL 1989. 

Das fur PDGF bekannte Verfahren lflfit sich bekanntlich auch auf die Wachstumsfaktoren VEGF-A (Vascular endothe- 
lial growth factor) und P1GF-1 (Placenta growth factor) als Beispiel fur weitere Vertreter aus der Familie der Cy stein- 
Knoten-Proteine ubertragen; Birkenhager et aL 1996. Abgcsehen von der wiederum geringen Ausbeute dieses bekannten 
Verfahrens befnedigt nicht, daB erst im letzten Schritt biologisch aktives Dimer neben inaktivem Dimer gebildet wird, so 
30 daB eine weitere Reinigung erforderlich ist und die Akti vital wahrend der Reinigung nicht kontroUiert werden kann. 

ErfindungsgemaB wird nun ein Verfahren zur Gewinnung von biologisch aktiven Dimeren von rekombinaten huma- 
nen Wachstumsfaktoren aus der Cystein-Knoten-Familie vorgeschlagen, bei dem man von ZeUeinschluBkorpern aus- 
geht, wobei das Verfahren daduich gekennzeichnet ist, daB man 

35 (A) entweder 

(i) die EinschluBkorper in einem wfiBrigen alkalischen und harnstoff-haltigen Medium in Gegenwart eines an 
sich bekannten Rednktionsmittels solubilisiext, 

(ii) das Solubilisat auf eine Ibnenaustauschersaule auftragt, 

(iii) durch Rflckfaltung, Dimerisierung und aerobe Re-oxidation renatuiiert, indem man mit einem absteigen- 
40 den Harnstoffgradienten wascht, und 

(iv) mit einem Mineralsalzgradienten eluiert 

(B) oder 

(i) die EinschluBkorper in einem waBrigen Medium in Gegenwart eines an sich bekannten Solubilisierungs- 
mittels und eines an sich bekannten Redukdonsmittels solubilisiert, 
45 (ii) gegebenenfalls das Solubilisat unter denaturierenden Bedingungen einer Gelfiltration unterwirft, 

(iii) in fakultativer Gegenwart eines an sich bekannten Solubilisierungsmittels und in Gegenwart eines an sich 
bekannten Redox-Mittels zu assoziationskompetenten Monomeren rflckfaltet, indem man das Solubilisat einer 
Gelfiltration unterwirft, 

(iv) die Wachstumsfaktoren im Eluat der Gelfiltration zu biologisch aktiven Dimeren mit Hilfb eines Redox- 
50 Miliels dimerisiert und 

(C) die gemlB (A) oder (B) dimerisierten Wachstumsfaktoren fdnreinigt, indem man sie weiteren ftlr die Reini- 
gung von rekombinanten Proteinen an sich bekannten Reimgungsschritten unterwirft 

55 Variante A 

(i) Einschliifik&per werden also alkalisch in Gegenwart von Harnstoff und vorzugsweise bei geringer Hamstoff- 
konzentration solubilisiert 

(ii) Die solubilisierten Proteine werden an einen Ionenaustauscher gebunden. 

60 (iii) bis (i v) Der Harnstoff wird in Analogie zu einer Dialyse allmahlich graduell entfernt, die Monomeren werden 
ruckgefaltet und unter Riickbildung von Disulfidbriicken dimerisiert und die Disulfidbriicken der gebildeten Dime- 
ren werden durch Luft oder SauerstofF, insbesondere durch geldsten Sauerstoff, reoxidiert, so daB man durch Rflck- 
faltung, Dimerisierung und Reoxidation renaturierL 

65 Bei der Gewinnung eines spezieilen Dimeren kann man dem spezifischen Verhalten dieses Dimeren dadurch Rech- 
nung tragen, daB man 

(a) wahrend der Solubilisierung und der Chromatographie die Harnstoff- und Reduktionsntittelkonzentration, 
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(b) wMhieod des Waschens die FLuBrate sowie 

(c) beim Auftragen auf die Sfiule das Verbal tnis der aufgetragenen Proteinmenge zur SSulenkapazitSt optimierL 

Fur ihplGF-1 kann Tnan bei spiels weise an eine Hamstoffkcczentration van etwa 1 M und einen Tris-PufFer mit einem 
PH von etwa 8,0 denken und fur FDGF-BB beispielsweise an eine Hamstofrkonzentrarion von etwa 1,5 M und einen s 
Puffer mit einem pH von etwa 8,5. 

Durch eine Ko-Solubilisierung und KehChromatographie iassen sdch verglcichsweise einfach heterodimere Iiganden 
gewinnen, etwa von P1GF-1 und VEGFui- Eine stochiometrische Koexpression ist bei Anwendung des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens nicht notwendig. 

Wenn man gemaB Variante A arbeitet, kann man die Feinrcinigung mit Hilfe von Hepaiin-Afl&nitatschromatographie, 10 
Kauorienaustauscher^Ihromatographie, Affinitatschromatographie, Gelfiltxation und/oder Elutions-ELektropborese 
durchfuhren. 

Jederzeit sind Aktivitats tests moglich. Der Nachweis der biologischen Akrivitat kann beispielsweise durch spezifische 
EUSAs oder durch Kompetitionsassays fur die Rezeptorbindung, beispielsweise mit sFlt-1 und l2S I- VEGF^, und 3 [H]- 
Thymidin-Einbau fur die Stimulierung der Mitose erfolgen. Fur die Mitose-S timulierung beispielsweise in Balb 3T3- 15 
Zellen vergleiche man Klagsbmnn et aL 1985 und Weich et aL 1990. 

Variante B 

Wenn man bei dieser Variante des erflndungsgemaBen Verfahrens die Bedingungen fur die Gewinnung von speziellen 20 
Homo- oder Heterodimeren optimieren will, so kann man folgende Faktoren in Betracht ziehen, 

(a) Eonzentration chaotroper Reagenzien, 

(b) FluBrate. 

(c) Redox verhal tnis zur Generierung der Disulfidverbriickungen wahrend der Renaturierungen, 25 

(d) Beladung. 

(e) Proteinkonzentration. 

Die Dimerisierungsreaktion lauft also in einem Red-Ox-System ab, wobei die DisuMdverbruckungen oxidativ gebil- 
det waren, wahrend falsch gebildete intra- und intermolekulare Brucken durch das Red-Ox-System wieder aufgelost 30 
werden konnen. Fur die Dimerisierungsreaktion kann man andere Umgebungsparameter einsteUen als fur die Ruckfal- 
tung auf der Saule, beispielsweise durch spezdeile Einstellung der Temperatur. 

Wenn man nach der Variante B arbeitet, kann man die Feinreinigung mit Hilfe von Gelfiltratioo und/oder Heparin-Af- 
finitatschromatographie durchfuhren, 

Biologische Akti vital kann man beispielsweise durch 3 [H]-ThymidiD-Einbau bei Stimulierung der DNA-S ynthese und 35 
die daraus abgeieiteten Mitose^timulierung beispielsweise in Balb 3T3-Zellen nachweisen; vergleiche Klagsbmnn et aL 
1985 und Weich et al. 1990. 

Varianten A und/oder B 

40 

Als Reduktionsmittel kann man Mercaptoethansulfons aure (MESNA) verwenden. 

Fur die aerobe RM)xidation kann man ein lufthaltiges oder sauerstofmalriges wMfiriges Medium verwenden, insbe- 
sondere ein gepuffertes Medium. 
Als Minerals alzgradienten kann man einen NaQ-Gradienten verwenden. 

Als S olubilisierungsmittel kann man Guanidinium-Hydrochlorid verwenden. 45 

Als Redox-Mittel kann man Giutathion verwenden. 

Die Feinreinigung kann durch Aktivitatstests uberwacht werden. 

Fur das eriindungsgemaBe Verf ahren kann man von ZelleinschluBkbrpem reifer Formen der Wachstumsfaktoren ohne 
Leader-Sequenz ausgehen. 

Dabei kann man von ZelleinschluBkorpern eines Wachstumsfaktors ausgehen, dessen Molekiile, die die Zeliein- 50 
schlufikorper bilden, sich aus einem einzigen Gen ableiten bzw. homogenisch sind und (im vorstehend angegebenen 
Sinn) Homodimere oder Heterodimere bilden. Naturlich kann man auch ZelieinschluBkOrper eines Wachstumsfaktors 
dem erfindurigsgemaBen \ferfahren unterwerfen, dessen Molekiile heterogenisch sind. 

Man kann auch von ZelleinschluBkorpern zweier verschiedener Wachstumsfaktoren ausgehen, deren Molekiile, die 
die ZeUeinschluBkQrper bilden, sich aus verschiedenen Genen bzw. aus Genen ableiten, die fUr jeden WachstumskSrper 55 
spezifisch sind 

Dabei konnen sich die Molekiile der EinschluBkorper eines oder beider ^fcchstumsf aktoren aus einem einzigen Gen 
ableiten bzw. homogenisch sein, oder die MolekUle der EiriscMiifikfirper eines oder beider Wachstumsfaktoren konnen 
heterogenisch sein. 

ErfindungsgemSB kann man von ZeUemschluBkorpem eines Wachstumsfaktors einer Amirxwauresequenz aus der 60 
durch SEQ ID NO. 1, SEQID NO. 2, SEQID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQIDNO. 7, SEQ 
ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13, SEQID NO. 14, SEQ ID 
NO. 15, SEQ ID NO. 16, SEQ ID NO. 17, SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 19, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO. 21, SEQ ID 
NO. 22, SEQ ID NO. 23 und SEQ ID NO. 24 gebildeten Gruppe ausgehen. 

Ferner kann man erfindungsgemafi ein Dimer aus zwei gleichen Ketten einer Arrunosauresequenz aus der durch SEQ 65 
ID NO. 1, SEQID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQID NO. 6, SEQID NO. 7, SEQ ID NO. 8, 
SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13, SEQ ID NO. 14, SEQ ID NO. 15, 
SEQ ID NO. 16, SEQ ID NO. 17, SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 19, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO. 21, SEQ ID NO. 22, 
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SEQ ID NO. 23 und SEQ ID NO. 24 gebildeten Giuppe gewinnen. 

Ferner kann man erftxiungsgemas ein Dimer aus zwci verschiedenen Ketten mit Ammos&uiesequenzen gewinnen, 
die man aus einer der folgenden Zusammenstellungen von Aminosauicsequenzen ausgewahlt hat: SEQ ID NO. 1, SEQ 
ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 und SEQ ID NO. 4; SEQ ID NO. 1 , SEQ ID NO. % SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 
5 und SEQ ID NO. 6; SBQ ID NO. 1.SEQIDN0.2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 7 und SEQ ID NO. 8; 
SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 9 und SEQ ID NO. 10; SEQ ID NO. 5, SEQ 
ID NO. 6,SEQIDN0.7undSEQIDNO. 8; SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 9 und SEQ ID NO. 10, SEQ ID 
NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10; SEQ ID NO. 11 und SEQ ID NO. 12; SEQ ID NO. 1, SEQ ID 
NO. % SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 11 und SEQ ID NO. 12; SEQ ID NO. 13 und SEQ ID NO. 14; SEQ 
ID NO. 15, SEQ ID NO. 16, SEQ ID NO. 17, SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 19, SEQ ID NO. 20 und SEQ ID NO. 21; 
SEQ ID NO. 22, SEQ ID NO. 23 und SEQ ID NO. 24. 

SchlieBlich betrifft eine Aiisftthrungsfarm der Erfindung die Verwendung eines erfindungsgemMfi gewonnenen biolo- 
giscb aktiven Dimeren von rekombinante n humanen Wachstumsfakloren zur Herstellung von pharmazeutischen Prapa- 
raten. 

Nachstehend wird die Erfindung durch Beispiele naher erlauteit 

Beispiel 1 

Aufarbeitung von VEGFih und Gewinnung der aktiven Homodimere aus ZelleinschluBkorpem aus Zellen des E. coli- 

Stammes JM 109 (Vektorbasis: pCYTEXP3) 

Man solubilisiert die ZelleinschluBkorper bei pH 12,5 gemafi Suttnar et aL 1994 in 50 mM Glycinpufifer unter Zusatz 
von 10 mM Mercaptoethansulfons5ure (MESNA) und 1 M Harnstoff. HierfUr werden pro Gramm Zellein&chluBkdrper 
5 ml des vorstehend angefllhrten Solubilisierungspuffers zugegeben. Man rQhrt bei Raumtemperatur unter Sticks toff 
16 h lang. 

Die Losung wird danach 60 min lang bei 35266* g und 4°C zentrifugiert Der klare "Oberstand, das Solubilisat, wird 
auf eine mit 50 mM Glycinpuffer (pH 9, 0) und 1 M Harnstoff equilibrierte Aniooenaustauschers Sule aufgetragen (phar- 
macia XK 26/40, 60 ml Betrvolumen, Q-Sepharose, 2 ml/min bei 4°C; 24 ml mit 687 mg Protein aus 4 g ZelleinschluS- 
kdrpem). 

Die Saule wild zuerst mit Startpuffer und dann mit einem linear absteigenden Harnstoff gradienten (1 M auf 0 M) bei 
einer FluBrate von 0,25 ml/min (entspricht 0,047 cm/min) gewaschen. Bei diesem Schritt bleiben entstehende Dimere 
gebunden, eventuell noch vorhandene Monomere werden eluiert, so da6 sie nach Optinrierung der Bedingungen Qber- 
haupt nicht mehr nacbweisbar sind. Nach einem VVaschschritt mit 50 mM Glycinpufifer (pH 9,0) werden dann die aktiven 
Dimeren mit einem NaQ-Gradienten eluiert. ' 

Die VEGF-haltigen Fraktionen werden gesammelt, verdunnt (1:3) und auf eine 10 ml-Heparin-Saule (Toyopearl AF- 
Heparin-650-M) aufgetragen, die mit 20 mM Kaliumphosphat (pH 7,2) equilibriert ist Die Saule wird mit Puffer gewa- 
schen und das VEGF mit einem linearen NaQ-Gradienten eluiert Die VEGF-haltigen Fraktionen werden gesammelt, 
wiederum verdunnt (1:3) und auf eine mit 50 mM Tris-HCl equilibrierte Kationenaustauschersaule (S-Sepharose) auf- 
getragen und mit einem Stufengradienten (0,2 M; 0y4 M und 1,0 M NaCl) eluiert Fur weitere Einzelheiten vergleiche 
man die folgende Tabelle 1. 
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Fur VEGFi65, das auBer an Fll-A auch an deD mitogenen Rezeptor KDR bindet, kann man durch Messung der Stimu- 
Lierung der DNA-Syntheserate zeigeo, dafi die Aktivitat von lekDmbinantetn unglykoalierten Protein aus E. coli nrit der 
von im Baculo virus- System hergcstellen VEGF nahezu identisch ist 
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Beispiel2 

Aufarbeitung von FDGF-AB und Gcwinnung der aktiven Heterodimere aus EinschluBkorpem von K coli TGI (\fektor- 

basis: pCYTEXP3) 

5 

Die aus einer HochzeUdicbtekultivierung gewonnenen Zeilen werden duich Hcrchdruckbomogenis ation aufgeschlos- 
sen und die EinschluBkfiiper durch Zentrifugieren von der loslichen Fraktion abgetrennt Dieses Koozentrat wird dreimal 
mil 20 mM Tris-HQ (pH 8,5), 0,5 mN EDTA und 2% Brij 35 gewaschen, anschlieBend nrit 6 M God-HO, 100 mM DTt 
0,5 tnM EDTA nrit UltraschaUunterstutzung solubilisiert und fiber Nacht stebengelassen. Nach Zentrifugieren (40 trrin 
10 bei 26 000 g und 4°C) wird eine Gelfiltralion unter denaturierenden Bedingungen durdigefuhrt (2 M Gnd-HQ und Gly- 
cin-Phosphat (pH 3,0)), die das Protein zu flber 90% rein liefert 

Dazu wird eine Saule (XK 26/60-Saule, Supeidex 75 pg, Pharmacia) nrit einem Bettvolumen von 348 ml und folgen- 
der Spezifizierung verwendet; Beladung 10 ml (2,9%); FluBrate: 4 ml X min 1 ; PDGF-Konzentralion: 5 mg x ml 1 . 

Zur RQckfaltung wird die PDGF-Stamnil6sung (4,5 mg X ml -1 ) auf dieselbe Gelfiltralionssaiile gegeben, die mil 100 
15 mM Tris-HQ (pH 7,8) und 0,5 M Gnd-HQ und Glutathion (reduziert/oxidiert; 40 : 1) equilibriert ist, wobei man bei ei- 
ner FluBrate von 2 ml xmin" 1 eluiert Der Veriauf der UV- Absorption zeigt dabei im wesentlichen einen Peak bei dem 
Elutionsvolumen V E = 161 ml, der lediglich PDGF-A/B-Monomere enthalt 

Die Dimerisierung dieser Monomere mit Hilfe des Red-Ox-Systems findet im Eluat statt und ist eine im Stundenbe- 
reicb verlaufende Reaktion. 
20 Erzielter Rcinheitsgrad und Ausbeute sind der folgenden Tabelle 2 zu entnebmen. 

Tabelle2 

Reinigung von PDGF-AB 

25 

ProzeSechritt Reinheitsa rad T%1 Aysbeute [%] 



Solubilisierung 40 100 

Reinigung > 90 90 

Ruckfaltung > 90 88 

Dimerisierung > 90 60 

Hepay^naffinit;^ >_25 66 

Total 31 



40 Die biologische Aktivitat kann durch 3 [H]-Thyrnidin-Einbau fur die Stimulierung der DNA-Synthese bzw. fur die Mi- 
tose-Stimuherung in Balb 3T3-Zellen eemaB Klagsbrunn et aL 1985 und Weich et al. 1990 erfolgen. Mil einer PDGF- 
AB-Konzentration von 3 bis 5 ng X mT* lafit sich eine halbmaximale Stimulierung erreichen, die der von anderen Auto- 
ren berichteten Stimulierung entspricht; vgL Scheppe et aL 1994. 
Mit kommerziellen pDGF-AB aus £. coli [SIGMA] laBt sich dasselbe Enjebnis erreichen 

45 
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Aminos auresequenzen 

L Infonnationen zu Sequenz ID 1: VEGF-A121 
Charakteristika: 

L&nge: 121 Aminosaurcn 

Art Aminosfiurc 

Topologie: linear 
Art des Molekllls: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 1 

APMAEGGGQNHHEVVKFMDVYQRSYCHPIETLW 

MRCGGCCNDEGIJECVPTEESNTIMQIMRnCPH 

KDRARQEKCDKPRR 



1 , Infonnationen zu Sequenz ID 2: VEGF-A145 

Charakteristika: 

Linger 145 Aminos auren 

Art: AminosSure 
Topologie: linear 

Art des Molekllls: Protein 

Sequenzbeschreibung ID 2 

APMAEGGGQNHHEVVKFMDVYQ^ 

MRCGGCCNDEGLECVPTEESNITMQIMRII^ 

KDRARQEKKSVRGKGKGQKRKRKKSRYKSWSVCDKPRR 



3. Infonnationen zu Sequenz ID 3: VEGF-A165 

Charakteristika: 

Lange: ' 165 AminosSuren 

Ait: AminosSure 
Topologie: linear 

Art des MolekQls: Protein 

Sequenzbeschreibung ID 3 

APMAEGGGQNHHEVVKFMDVYQRSYCH^ 
MRCGGCChTOEGLECWPTEESMTMQIMR^ 
KDRARQENPCGPCSERRIOILFVQDPQT^ 
DKPRR 



4 Mormationen zu Sequenz ID 4: VEGF^A189 
Charakteristika: 

Lange: 189 AminosSuren 

Art: AminosSure 

Topologie: linear 
Art des MolekQls: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 4 

APNtAEGGGQNHHEVVKFMDV 

MRCGGCCNDEGLECVPTEESNTIMQ 

KDRARQEKKSVRGKGKGQKRKRKKSRYKSWSVPCGPCT 

KCSCK3m>SRaKARQIJELNERTa^ 
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5. Inforaiationen zu Sequenz ID 5: VEGF-B186 
Charakteristika: 

LSnge: 186 AminosSuren 

Ait: AminosSure 

Topologie: linear 
Art des MolekQIs: Protein 
Sequenzbeschieibung ID 5 

PVSQPDAPGHQRKYVS WIDVYTRATCQPREV\^ AKQLVPSC VT 

VQRCGGCCPDDGI£CVFT(KJHQ^ 

KKDSAVI^DRAATPHHRPQPRSVPGWDSAPGAPSP 

TTSALTPGPAAAAADAAASSVAKGGA 



6. Informationen zu Sequenz ID 6: VEGF-B167 
Charakteristika: 

LSnge: 167 AminosSuren 

Art AminosSure 

Topologie: linear 
Art des MolekQIs: Protein 
Sequenzbeschieibung ID 6 

PVSQFDAPGHQRKWSWIDVYTRATCQ 

VQRCCKTCCPDDGLECVPTGQHQVRMQI^^ 

KKDSAVKPDSPRPIXPRCTQHHQRPDPRTCRCRCRRRSF[Jl 

RCRKLRR 



7, Informationen zu Sequenz ID 7: VEGF-C 

Charakteristika: 

LSnge: 3 17 AminosSuren 

Art: AminosSure 
Topologie: linear 

Art des MoIekOls: Protein 

Sequenzbeschieibung ID 7 
RTEEnKFAAAHYNTEIIX^ 
VSVYRCGGCCNSEGLQCMNTSTSra 
MSKUDVYRQVHSHRRSIPATIJQCQAANCT 
SSDAGDDSTDGFHDICGPNKEIiDEETCQC^^ 
VCKNKIJTSQCGANREFDEOTCXJCVCKRTC^ 
IJCGKKFHHC^CSCYRRPCT^ 



8. Mormationen zu Sequenz ID 8: VEGF-C 1 13 
Charakteristika: 

Lange: 1 13 AminosSuren 

Art: AminosSure 

Topologie: linear 
Art des MoIekOls: Protein 
Sequenzbeschieibung ID 8 

RTEETIKFAAAHYNrimJ^ 
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VSVYRCGGCC^SEGLQOdOT 
MSK 



9. Informationeo zu Sequenz ID 9: HGF (VEGF-D) 
Charakteristika: 

Lange: 338 Aminos Suren 

Art AminosSnre 

Topologie: linear 
Art des Moleklils: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 9 

GFRSEHGPVTODFSFERSSRSMI^ 

KIJCSIj\SMDSRSASHRSTRFAATFYDTE^^ 

LGKTTmTFKPPCV^ 

wvkianhtgckcijptgprhpysiirrsiqtpe^ 
kcvo^detpijpgtedhsyi^^ 

CSCFEO^I^CCQianaFHPDTCSCEDRCT 
TRAQGLYSQENP 



10. Ihformationen zu Sequenz ID 10 HGF178 (VEGF-D178) 
Charakteristika: 

Lange: t 178 AminosSnren 

Art* AminosBure 

Topologie: linear 
Art des MolekOIs: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 10 

GFRSEHGPX^FSFERSSRSMLERSEQQIRAASST^HT J QIAHSEDWKLWRCRL 

KIJCSLASMDSRSASHRSTRFAATFTOTET^ 

Ii3KTTNTFFKPPCVN^ 

VPVBOANHTGCKCLP 



1 1 . Infonnationen zu Sequenz ID 1 1: P1GF-1 
Charakteristika: 

Lange: 131 Aminos&uren 

Art: AminosSuze 

Topologie: linear 
Art des MolekOIs: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 1 1 

IPAWPQQWAI^AGNGSSEVEVVPFQEVWGRSYC 

MFSPSCySLlJRCTGCCGDENIJICVPVErANVTM 

VRCECRPLREKMKPERCGDAVPRR 



12. Ihformationen zu Sequenz ID 12: P1GF-2 
Charakteristika: 

LSnge: 152 Aminos&uren 

Art: Aminosaore 
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Topologie: linear 
Art des Molekiils: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 12 

IPAVPPQQWAI^AGNGSSEVEVVPFQEVWG^ 

MFSPSCVSLUICTGCOJDENI^ 

WCECRPIlffiKMKPERRRPKGRGKRRREKQRPTD^ 



13. Informationen zu Sequenz ID 13: PDGF-A 
Charakteristika: 

Lfinge: 125 AminosSurcn 

Ait Aminosfiurc 

Topologie: linear 
Art des Molektils: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 13 

SIEEAWAVCKTRTVIYEff 

PSRVHHRSVKVAKVEYVRKKPKIJKBVQVR^ 

RESGKKRKRKRLKPT 



14. Informationen zu Sequenz ID 14: PDGF-B 
Charakteristika: 

Lfinge: 109 Aminosauren 

Art: Aminosflure 

Topologie: linear 
Art des Molekiils: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 14 

SLGSLTLAEPAMIAECX^ 

RNVQO^QVQIitf^ 



15. Informationen zu Sequenz ID 15: BMP-2 
Charakteristika: 

Lfinge: 113 AminosSuren 

Art Aminoslure 

Topologie: linear 
Art des Molekiils: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 15 

AKHKQRKRIJCSSC3CRHPLYVDFSDVGWNDWIVAP 

HLNSTNHATVQTLVNSVNSKffl^ 

WEGCGCR 



16. Informationen zu Sequenz ID 16: BMP-3 
Charakteristika: 

Lfinge: 1 10 Aminosauren 

Art Aminosaure 

Topologie: linear 
Art des Molekiils: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 16 

QWIEPRNCARRYIJCVDFADIGWSEEWI^ 

HATIQSIVRAVGVVPGffEPCOTEKMSSLSIIOT 
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17. Informationen zu Sequenz ID 17: BMP-4 
Charakteristika: 

LSnge: 115 Aminosfiurco 

Art: AminosSaie 

Topologie: linear 
Art des Molekfils: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 17 

SPKHHS QRARKKNKNCRRHSLYVDFSDVGW^ 

LYIJ3EYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR 



18. Informationcn zu Sequenz ID 18: BMP-5 
Charakteristika: 

LSnge: 132 Aminos auren 

Art: AminosSure 

Topologie: linear 
Art des Molekttls: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 18 

NQNRNKSSSHQDSSRMSSVGDYNTSBQKQACKIQIELYVS 

GYAAFTCDGE&FPI^AHMN^ 

VLYFDDSS^mOCKYRNMVVRSCGCH 



19. Informationen zu Sequenz ID 19: BMP-6 
Charakteristika: 

Lfinge: 131 AminosMuren 

Art: Aminostture 

Topologie: linear 
Art des Molekttls: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 19 

QSRNRSTQS QD V ARVS S ASD YNSSELXTACRKHELYVSFQDIi3WQDWlIAPKG 

YAANYCDGECSFPU^AHMNATNHAIVQflLV^ 

LYEDDNS>TVEiCKYRNMVVRACGCH 



20, Mormationen zu Sequenz ID 20: BMP-7 

Charakteristika: 

LSnge: 138 Aminos auren 

Art: Aminos&uie 
Topologie: linear 

Art des MolekQls: Protein 

Sequenzbeschreibung ID 20 

TGSKQRSQ^KTPKNQEAIitMA^ 

DWIIAPEGYAAYYCEGECAFPIJNISYND^ATNHAIVQ 

QLNAISVLYFDDSSNVIIJaCYIU^MVVRACC^ 



21 . Informationen zu Sequenz ID 21 : BMP-8 
Charakteristika: 

Lfinge: 138 AxninosSuren 

Art: AminosSure 
Topologie: linear 
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Art des Molekttls: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 21 
AVRPIilRRQPKXSNEI^ 

DWVIAPQGYSAYYCEGECSFPIJDSCMNATNHA^ 
TKLSATSVLYYI^SNNVILRKH^ 



22. Informationen zu Sequenz ID 22: TGF-fll 
Charakteristika; 

LSnge: 1 12 Aminosfinren 

Art Aminosfinre 
Topoiogie: linear 
Art des Molekiils: Protein 

Sequenzbeschreibung ID 22 

ALDTNYCFSSTEKNCCVRQLYTO 

II)TQYSK^J^YNQHNPGASAAPCCVPQAL^ 

RSCKCS 



23. Infonnationen zu Sequenz ID 23: TGF-S2 
Charakteristika: 

LSnge: 1 12 Aminosfiuren 

Art: Aminos&ure 
Topoiogie: linear 

1 ArtdesMolektlls: Protein 
Sequenzbeschreibung ID 23 

AIJDAAYCERNVQDNCCIJR^^ 

SSDTQHSRVLSLYNTINPEASASPCC^ 

CKCS 



24. Ihformationen zu Sequenz ID 24: TGF-B3 

Charakteristika: 

Lfinge: 1 12 Aminosfiuren 

Art: AzninosSure 
Topoiogie: linear 

Art des MolekOls: Protein 

Sequenzbeschreibung ID 24 

AI^TWCFRNIJSENCCVRPL^ 

ADTTHSTVLGLYNTIJ^EASASrc 

SCKCS 



Patentanspriichc 

1. Verfahren zur Gewinnung von biologisch aktiven Dimeren von iekonihinanten humanen Wachstumsfaktoren 
aus der Cystein-Knoten-Familie, bei dem man von ZelleinschluBkarpeni ausgeht, dudiireh gekennzeichnei, daB 
man 

(A) entweder 

(i) die EinschluBkfiiper in einem wafirigen alkalischen und harnstoff-haltigen Medium in Gegenwart ei- 
nes an sich bekannten Reduktionsmittels solubilisiert, 

(ii) das Solubilisat auf eine Ioneoaustaiischeisaule auftragt, 

(iii) dutch RQckfaltung, Dimerisierung und aerobe Reoxidation renaruriert, indem man mit einem abstei- 
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genden Harnstaffgradienlen wascht, und 
(iv) mit eincm Mineralsalzgradienten eluiert 

(B) oder 

(i) die Einschlufikdrper in einem w&firigen Medium in Gegenwart eines an sich bekannten Solubilisie- 
rungsmittels und eines an sich bekannten Reduktiansniittels solubilisiert, 5 

(ii) gegebenenfalls das Solubilisai unter denalurierenden Bedingungen einer Gelfiltration unterwirft, 

(iii) in fakultativer Gegenwart eines an sich bekannten Solubilisierungsmittels und in Gegenwart eines an 
sich bekannten Redox-Mittels zu assoziationskompeienten Mocomeren riickfaltet, indem man das Solu- 
bilisai einer Gelfiltration unterwirft, (iv) die Wachstumsfakloren im Eiuat der Gelfiltralion zu biologisch 
akliven Dimeren mit Hilfe eines Redox-Mittels dimerisiert und io 

(C) die gemSB (A) oder (B) diinedsierten Wachstumsf alrtoren feinreinigt, indem man sie weiteren fur die Rei- 
nigung von rekombinanten Proteinen an sich bekannten Reinigungsschritten unterwirft 

2. Varfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet da6 man als Reduktionsmittel Mercaptoethansulfonsaure 
(MESNA) verwendet 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi man fur die aerobe Re-oxidation ein lufthalti- is 
ges oder s auerstoffhaltiges waBriges Medium verwendet, insbesondere ein gepuffertes Medium. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man als Mineralsalzgra- 
dienten einen NaCl-Gradienten verwendet 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet daB man als Solubilisierungs- 
mittel Guanidimun>Hyarochlorid verwendet 20 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB man als Redox-Mittel Glu- 
tathion verwendet 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet daB man gem&fl Anspruch 1(A) 
arbeitet und die Feinreinigung mit Hilfe von Heparin-Affinita^tschromatographie, Kadonenaustaiischer-Chroniato- 
graphie, Affinita^riromatographie, Gelfiltration und/oder Elutions-Elektrophorese durchfiihrt 25 

8. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB man gemMB Anspruch 1(B) arbeitet 
und die Feinreinigung mit Hilfe von Gelfiltration und/oder Heparu>Afnmta^schroiiiatographie durchfuhrt 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet daB man die Feinreinigung 
durch Aktivit§tstests uberwacht 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprikhe, dadurch gekennzeichnet daB man von ZeUeinschluB- 30 
korpem reif er Formen der WachsUimsfakloren ohne Leader-Sequenz ausgeht 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet daB man von ZeUeinschluB- 
korpem eines Wachstumsfaktors ausgeht dessen Molekule, die die Zelleinschlufikdrper bilden, sich aus einem ein- 
zigen Gen ableiten bzw. homogenisch sind. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet dafi man von ZelleinschluB korpern 35 
zweiei verschiedener Wachstumsfakloren ausgeht deren Molekule, die die ZelleinschluBkorper bilden, sich aus 
verschiedenen Genen bzw. aus Genen ableiten, die fur jeden Wachstumskdrper speziflsch sind. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet dafi sich die Molekule der EinschluBkorper eines oder 
beider Wachsturnsfaktoren aus einem einzdgen Gen ableiten bzw. homogenisch sind oder daB die Molekule der Ein- 
schluBkorper eines oder beider Wachsturnsfaktoren heterogeoisch sind. 40 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet dafi man von ZelleinschluB- 
kttrpem eines Wachstumsfaktors einer Armnosauresequenz aus der durch SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. % SEQ ID 
NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 f SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 
10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13, SEQ ID NO. 14, SEQ ID NO. 15, SEQ ID NO. 16, SEQ ID 
NO. 17, SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 19, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO. 21, SEQ ID NO. 22, SEQ ID NO. 23 und 45 
SEQ ID NO. 24 gebildeten Gruppe ausgeht. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dafi man ein Dimer aus zwei gleichen Ketten einer Ami- 
nosauresequenz aus der durch SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ 
ID NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO, 10, SEQ ID NO. 11 , SEQ ID NO. 12, SEQ ID 
NO. 13, SEQ ID NO. 14, SEQ ID NO. 15, SEQ ID NO. 16, SEQ ID NO. 17, SEQ ID NO. 1 8, SEQ ID NO. 19, SEQ 50 
ID NO. 20, SEQ ID NO. 21, SEQ ID NO. 22, SEQ ID NO. 23 und SEQ ID NO. 24 gebildeten Gruppe gewirmt 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet daB man ein Dimer aus zwei verschie- 
denen Ketten mit Aminos aiiresequenzcn gewinnt die man aus einer der folgenden Zusammenstellungen von Ami- 
nosauresequenzen ausgewShlt hat: SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 und SEQ ID NO. 4; SEQ ID NO. 
l,SEQroN0.2,SEQroN0.3 ( SEQIDN0.4,S^roNO,5undSEQmN0.6;SEQIDNO. 1.SEQIDN0.2, 55 
SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 7 und SEQ ID NO. 8; SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. % SEQ ID NO. 3, 
SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 9 und SEQ ID NO. 10; SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7 und SEQ ID NO. 

8; SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 9 und SEQ ID NO. 10; SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 
9, SEQ ID NO. 10; SEQ ID NO. 11 und SEQ ID NO. 12; SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID 
NO. 4, SEQ ID NO. 11 undSEQIDNO. 12; SEQ ID NO. 13 und SEQ ID NO. 14; SEQ ID NO. 15, SEQ ID NO. 16, 60 
SEQ ID NO. 17, SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 19, SEQ ID NO. 20 und SEQ ID NO. 21; SEQ ID NO. 22, SEQ ID 
NO. 23 und SEQ ID NO. 24. 

17. Verwendung eines gemafi einem der Anspruche 1 bis 16 gewonnenen biologisch akliven Dimeren von rekom- 
binanten humanen Wachsturnsfaktoren zur Herstellung von pharmazeutischec Praparaten. 
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